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利用 硬 皮 病 病 人 的 自发 抗体 
研究 着 丝 点 抗原 的 保守 性 及 其 性 质 
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ee, PRA, 这 竹 着 丝 点 抗 牙 在 进化 中 保持 了 商 度 的 保守 性 ， 它 在 果 乳 类 、 TTR. MA, f 

X., HHA RRA REAP PARE. A, 术 文 对 这 种 营 丝 点 抗原 的 性 质 也 进行 
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着 丝 点 《Finclochorc) R Gikt SRR EM ARR, ETE 
8 PA oh RE RY ee BE (ecntremerce) 的 表面 。 最近， Moroi (1980) 发 现在 
CREST 三 皮 病 病人 血清 中 存在 高 滴 度 的 自发 抗 着 丝 点 抗体 ， 给 着 丝 点 研究 提供 了 一 个 
矿 力 的 工具 。 迄 今 ， 已 知 这 种 着 丝 点 抗体 所 对 应 的 抗原 在 哺乳 类 、 鸟 类 、 鱼 类 、 昆 虫 纲 
双 翅 目 短 角 亚 目 中 具有 相似 的 抗原 性 ， 在 进化 中 保守 性 很 强 。 但 是 ， 究 竟 这 种 抗原 在 进 
化 中 保守 到 什么 程度 ? 是 不 是 到 尾 虫 网 双 翅 目 短 角 亚 目 为 止 呢 ? 还 是 这 种 保守 性 可 进 一 
MRE? 还 有 ， 国 内 外 尚未 有 人 用 这 种 抗体 对 疏 行 动物 细胞 进行 免疫 荧光 染色 ， 因 此 就 
不 知道 这 个 在 进化 中 占有 重要 地 位 的 动物 细胞 内 的 该 着 丝 点 抗原 是 否 也 与 其 他 痊 椎 动物 
一 样 具 有 相似 的 抗原 性 ? WH, Palmer (1985) 用 两 栖 动物 细胞 作为 这 种 抗体 的 底 物 ， 
得 到 阴性 结果 ， 而 施 履 吉 (1985) 则 得 到 阳性 结果 ， 因 此 ， 有 必要 进一步 验证 一 下 这 种 
着 丝 点 抗原 在 两 栖 类 动物 细胞 内 的 保守 性 。 

Be, 对 于 这 种 着 丝 点 抗原 的 性 质 也 有 许多 学 者 作 了 很 多 的 研究 。 Moroi (1980) 
和 Ayer (1984) 发 现 吓 和 乳 动物 细胞 内 的 该 抗原 能 被 DNase I 所 破坏 ， 而 Nishikai(1984) 
MERE (1986) 则 报道 该 抗原 对 DNase | 抵抗 ， 因 此 哺乳 动物 细胞 内 的 这 种 着 丝 占 抗 
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材 OR 和 方 法 


一 、 抗 着 丝 点 血清 的 来 源 

一 号 抗 着 丝 点 阳性 血清 为 上 海 七 济 医院 免疫 室 许 以 华 教授 所 赠 : 二 、 三 号 抗 着 丝 点 
阳性 血清 为 北京 协和 医院 检验 科 王 慧 珍 教授 所 赠 ! 四 号 抗 着 丝 点 阳性 血清 为 美国 Johns 
Hopkins 大 学 W.C. Earnshaw H$- faConnecticut ft BAP > N.F.Rothfield EMA, 

二 、 各 种 细胞 材料 及 免疫 荧光 染色 前 的 处 理 

1. 人 吃 癌 细胞 株 Hcp- 2 。 

Hcp- 2 细胞 在 伟 15% 小 牛 血清 的 199 培 养 液 中 培养 。 通 过 单 层 细胞 培养 、Cytospin 
EU REM EAA RAS. E PLP eH, 4 ?C 固 定 10 分 钟 ，PBS 中 漂洗 数 
Ka 

2. AERJ (Gekko swinkonts) Rai. 

BS e Pr SAY a A PRS (1985) 和 Mazo (1986) 的 方法 加 以 改进 。 
取 壁 虎 骨 骨 细 胞 ， 用 Cytospin 把 县 液 沉积 在 玻 片 上 ， 稍 干 后 ， 放 入 GDME W (50% H 
HH, 10°%DMSO,5mM MgCl, ImAf EGTA, lom MRR SER pH6.9)，45C 数 小 时 至 
过 夜 ， 然 后 依次 在 PLP 该 中 4sC 固 定 10 分 钟 ，- 20sC 甲 醇 中 10 分 钟 ，- 202C 再 酮 中 30 分 
uh, 4°C 1%Triton X—100 中 30 分 钟 ，PBS 漂洗 数 次 。 

3. 7B KER (Bufo bufo) 肯 注 细胞。 

HAE eR A BE A HS y at Ah a EJ ER “A AH, 

4, (Ctenophargngodon idelins) 'F ai RK CIK, 

CIK ABÉ & 15% bE i Eagle 培养 液 中 培养 。 其 细胞 前 处 理 方 法 间 辟 虎 凤 艇 
Hid. 

5. ata (Aedes albopictus) Ati C 6/36, 

C6/36 WHEA 15% AE TAY LOOSE SERRE SE CA ay AR PY EA EE A E 
细胞 。 

6.228% (Allium cepa L.) 根 尖 细胞 。 

制备 洋 惹 根 尖 细 胞 的 方法 参照 Wick (1981) 的 方法 加 以 改进 。 取 1 一 2mm 根 尖 ， 
WAS. 7% SRR (G5mA EGTA) ，4sC 固 定 1 小 时 ，PH3S 漂洗 数 次 ， 再 在 0.5% 
纤维 素 酶 (Dnozuka R-10) 中 372C 消 化 20 分 钟 ， PBS WAA R RRR 
成 细胞 悬 液 ， 用 Cytospsn 离心 细胞 至 玻 片 上 ， 以 下 细胞 前 处 理 方 法 同 壁 虎 骨 骼 细胞 。 

三 、 免 疫 荧光 染色 

载 有 细胞 的 玻 片 在 经 过 前 处 理 后 ， 共 上 滴 加 稀释 的 抗 着 丝 点 血清 ，37-C，60 分 钟 或 
4 忆 过 夜 ， ?BS 泡 洗 三 次 ， 再 用 FIC 标记 的 羊 抗 人 人 IgG 痰 光 抗 栖 染 色 ，37°C, 45 分 钟 ， 
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重复 上 述 PBs 洗 漂 过 程 。 为 了 分 辨 中 期 染色 体 , A A E BR ug/ml, 1 一 2 分 钟 )， 
染色 后 用 Olympus-BH2-RVL 交 光 显 微 锐 观 内 。 


m, R 
EPRE REKER BIN ARE TEP ARE, — aoe. BA 
性 对 照 。 


五 、 醇 和 其 它 化 学 试剂 处 理 

Hep- 2 AGF HAR ARAB ae, Be RoR ee 
化 学 试剂 进行 处 理 。 处 理 的 实验 条 性 结果 见 表 1 。 

细胞 在 经 过 土 述 处 理 后 ， 然 后 分 别 用 四 种 抗 着 经 点 血清 进行 染色 。 


结 时 


一 、 免 疫 荧 光 米 色 . 

人 喉 癌 细胞 株 Hep-2 Ai, ARREA, PAP SER A, E G 
CIB, Fy BC oF iy 3 ARC E / 36 BL EAR RA A AE A. SL Sit 
着 丝 点 阳性 血清 进行 间接 免疫 荧光 染色 后 ， 在 细胞 内 都 能 看 到 分 散 的 着 丝 点 莹 光斑 点 ， 
其 最 大 斑点 数 基本 上 与 该 细胞 的 染色 体 数 相 一 致 。 在 多 数 细 胞 内 的 荧光 理 点 数 常 少 于 此 
数 ， 显 然 这 是 由 于 斑点 间 的 相互 重 倒 以 及 细胞 有 一 定 的 厚度 ， 所 有 斑点 不 可 能 同时 出 现 
在 同一 焦 平面 上 遍 致 。 细 胞 在 间 期 时 ， 荧 光斑 点 均匀 地 分 布 在 整个 核 内 ， 在 晚 前 期 或 早 
中 期 ， 荧 光斑 点 聚集 在 细胞 核 的 中 央 ， 中 期 时 ， 荧 光斑 点 两 两 成 对 存在 ， 后 期 时 ， 成 对 
的 荧光 斑点 分 裂 成 单个 斑点 各 自 向 两 极 移动 ， 末 期 时 ， 荧 光斑 点 又 呈 单 个 形式 分 散在 两 
个 子 细胞 内 《图 版 I .1 一 8 )。 在 Hep-2 细胞 的 染色 体 分 裂 相 上 上 ， 用 省 乙 锭 复 染 后 ， 可 见 


Ril 酶 和 其 它 化 学 试剂 对 着 毕 点 竞 疫 荧光 染色 的 影响 
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染色 结果 
1. DNase I (100ug/m))} 37 位 30min ++ 
2. RNase T; (€40ug/ml> 37C 30min ++ 
3. Pronase E (40pg/ml) sic LSimin ++ 
4. Proteinese K (40ug/ml> 37 CT (Simin ++ 
5, Trypnsin (40ug/ml> 237C 15min ++ 
6. Trypsin (40ug/ml) in BM Urea 37t 15min ++ 
7. Pronase E C40ug/ml) in 0.0: %SDS 37E 15min 一 
8. Proteinase K (40ug/ml> in 0.018 SDS 37 \Smin = 
9. Trypsin (40ug/m]} in 0.01% SDS a7 15min - 
10.1% SDS 25 30min ++ 
13.4 M Urea/2M NaCl 25T 30min ++ 
12, 0.1M HCl 25T 30min ++ 
13. 0.07M NaOH 25C 30min ++ 
14, 0.1M—17M Acetic acid 25% 30min + 
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明 在 上 述 六 种 细胞 内 确实 都 含有 这 种 荐 经 点 抗原 。 





二 、 细 胞 化 学 分 析 
从 表 1 中 可 以 看 到 ， 大 喉 冯 细 胞 株 Hcp-2 和 中 华 大 歇 蛛 骨髓 细胞 在 分 别 用 酶 及 各 种 
不 同 的 化 学 试剂 处 理 后 ， 再 分 别 用 一 、 二 、 三 、 四 号 抗 着 丝 点 阳性 血清 染色 ， 得 到 的 结 


果 完 全 一 致 。 当 细胞 用 核酸 酶 、 蛋 白 酶 以 及 HCI、NaOH、4M Urea/2M NacCl 处 理 时 ， 
着 给 点 荣光 得 点 不 受 任 条 影响 〈 图 版 1 . 9), 而 当 用 0.01% SDS 配制 的 蛋白 夭 处 理 时 ， 
Se SRR AHA (ARR 1.10), 52b, ARRAN, RARER. 
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一 、 闭 丝 点 抗原 的 保守 性 
自从 在 CREST 硬 皮 病 病人 血清 中 发 现 了 抗 着 丝 点 抗体 以 来 ， 在 短 短 的 及 年 中 ,已 
知 这 种 着 华 点 抗原 在 晴 乳 类 、 鸟 类 、 鱼 类 、 昆 虫 网 双 翅 目 短 角 亚 目 中 具有 相似 的 抗原 性 
(Earnshaw, 1985; Palmer, 1985; (iH. 1986, Will, 1981), BFR, % 
于 两 个 实验 室 得 出 的 结果 完全 相反 ， 因 此 还 不 能 确定 此 抗原 是 否 在 两 栖 类 动物 细胞 中 也 
具有 相似 的 抗原 性 。 

ARSC FR ARS SH BR Hep-2 4a fil, Aida Aa AR CIK 细胞 以 及 属于 昆虫 网 双 翅 目 长 
角 亚 目的 白 纹 伊 蚁 细胞 株 C6/36 细 胞 作为 这 种 抗 着 毕 点 血清 的 底 物 ， 结 果 在 这 三 种 细胞 
中 都 发 现 了 荧光 斑点 ， 证 实 了 在 哺乳 类 、 鱼 类 以 及 昆虫 网 动物 细胞 中 ， 这 种 着 丝 点 抗原 
具有 相似 的 抗原 性 。 

本 文 首 次 用 下 行动 物 细 胞 一 一 无 践 壁虎 骨 艇 细胞 作为 这 种 抗 着 丝 点 血清 的 底 物 以 揭 
示 息 行动 物 细胞 中 该 抗原 的 保守 性 ， 结 果 在 壁虎 骨 打 细胞 内 间 祥 发 现 了 散在 的 区 光斑 
点 ， 第 一 次 显示 了 在 了 息 行 动物 组 胞 中 ， 访 抗原 也 具有 相似 的 抗原 性 。 

在 两 栖 类 动物 中 ， 本 文 用 中 华 大 暗 蛛 骨 打 细 胞 作为 这 种 血清 的 底 物 ， 结 果 在 其 细胞 
内 也 发 现 了 莹 光斑 点 ， 这 个 结果 与 施 履 吉 (1985)〉 的 报道 相 一 致 ， 但 与 Palmer (1985) 
的 结果 相 矛 盾 。 我 们 推出 ， 这 可 能 与 Palmer 所 用 的 非洲 爪 彰 红细胞 核 未 经 GDME 
(4°C), PÈ (- 20°C) 、 丙 酮 -20*C) #11 %Triton X-100 (4°C) 处 理 有 关 。 
上 述 四 种 化 学 试剂 有 一 个 共同 的 必用， 就 是 可 以 增加 细胞 障 的 通 透 性 ， 从 而 增加 高 分 子 
物质 透 过 组 胞 膜 的 能 力 ， 使 抗体 易于 进入 细胞 同 细胞 内 抗原 相 结 合 。 我 们 的 实验 发 现 ， 
车 中 华 大 蛤 蜂 凤 髓 细胞 不 经 过 这 四 种 化 学 试剂 的 预 处 理 ， 则 其 细胞 内 就 看 不 见 点 状 毕 
光 ， 施 履 吉 (1985) 的 实验 也 证 实 了 这 一 点 。 因 此 我 们 认为 ， 在 两 栖 类 动物 细胞 中 ， 这 
种 着 丝 点 抗原 同样 具有 相似 的 抗原 性 。 

特别 有 意义 的 是 ， 本 文 用 洋 枇 根 尖 细胞 作为 这 种 抗 着 丝 点 血清 的 免疫 荣光 染色 底 
物 ， 也 得 出 了 同样 的 阳性 结果 ， 使 这 种 着 丝 点 抗原 的 保守 性 近 出 了 一 大 步 ， 跨 越 了 动 植 
物 之 间 的 界限 ， 将 动 植物 这 两 大 界 沟通 起 来 了 。 

因此 ， 根 据 本 文 和 其 他 学 者 的 实验 结果 ， 作 者 认为 这 种 着 丝 点 抗原 在 进化 中 是 相当 
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原 都 表现 出 相似 的 抗原 性 。 

考虑 到 这 种 着 丝 点 抗原 如 此 广泛 的 保守 性 确实 是 不 平常 的 。 根 据 日 本 数学 遗传 学 家 
木村 资 生 的 “中 性 罕 蛮 随机 漂 变 假说 ”fthe neutral mutation-random drift hypothesis 简 
称 “ 中 立 学 说 ”) ， 生 物 功能 不 重要 的 分 子 的 进化 速率 ， 比 功能 重要 的 分 子 进化 速率 要 
大 。 这 种 着 丝 点 抗原 缓慢 的 进化 速度 表明 ， 它 必定 在 真 核 细胞 中 行使 着 十 分 重要 的 功 
能 ， 承 受 着 巨大 的 选择 压力 。 着 丝 点 是 微 管 蛋 折 的 聚合 中 心 (MTOC) ， 已 有 实验 证 明 
这 种 抗 着 丝 点 抗体 能 特异 性 地 抑制 在 着 丝 点 处 的 微 管 形成 (Cox, 1983) ， 说 明 这 种 着 
丝 点 抗原 与 闭 丝 点 处 的 微 营 形成 有 关 ,至 于 到 底 这 种 抗原 与 微 管 之 间 如 何 作用 还 有 待 于 
今后 进一步 研究 。 

二 、 着 丝 点 抗原 的 性 质 

我 们 实验 发 现 这 种 着 丝 点 抗原 对 DNase I 和 RNase T， 是 抵抗 的 ， 这 一 结果 与 
Nishikai (1984) MERS (1986) 的 报道 相 一 致 ， 说 明 该 抗原 与 DNA .RNA 无 关 。 

本 实验 显示 该 着 丝 点 抗原 对 三 种 蛋白 酶 以 及 6 尿素 配制 和 的 Trypsin、0.1MM HCl #€ 
抗 ， 但 能 为 用 0.01%SDS 配制 的 三 种 蛋白 酶 所 消化 ， 这 些 结 果 与 Moroi (1980) 的 报道 
相 一 致 ， 说 明 该 抗原 是 一 些 紧密 结合 的 非 组 蛋白 ， 它 对 这 三 种 蛋白 酶 的 作用 位 点 不 暴露 
在 外 ， 只 有 在 蛋白 质变 性 剂 SDS 作用 下 暴露 了 其 作用 位 点 后 ， 才能 被 这 些 蛋 白 酶 所 消 
化 。 

另外 ， 本 文 实验 还 表明 ， 此 抗原 不 受 AM Urea/2 NaCl 影响 ， 这 个 结果 与 Aver 

(1984) 的 报道 相 了 矛盾 ， 其 原因 还 不 太 清 楚 。 该 抗原 还 不 被 0.7M NaOH 所 破坏 ， 但 醋 
酸 对 此 抗原 有 部 分 影响 ， 酷 酸 的 这 种 影响 为 T.C.Hsu ( 徐 道 觉 所 证 实 《私人 通信 )， 
这 也 是 我 们 用 常规 染色 体制 片 时 ， 荧 光斑 点 亮度 要 有 暗 一 些 的 原因 。 

值得 注意 的 是 ， 本 文 用 上 述 酶 及 其 它 化 学 试剂 同时 处 理 人 人 哈 癌 细胞 株 Hep-2 细胞 及 
中 华 大 蟒 内 骨 藤 细 胞 ， 免 疫 荧 光 染 色 后 两 种 细胞 得 到 的 结果 完全 一 致 ， 并 且 四 种 抗 着 毕 
点 阳性 血清 对 土 述 经 处 理 的 两 种 细胞 间接 免疫 荧光 染色 的 结果 蕊 完全 一 致 。 

至 此 ， 作 学 认为 在 人 哈 癌 细胞 株 Hep-2 细胞 内 的 这 种 着 毕 点 抗原 同 中 华 大 歇 内 上 骨髓 
细胞 内 的 该 抗原 , 具有 完全 相似 的 抗原 性 质 。 此 抗原 为 紧密 结合 的 非 组 蛋白 , 它 与 DNA、 
RNA 无 关 ， 对 HCI NaOHRA HP, PaM Urea/2M NaCl 所 提取 ， {BRE BE AE BR E 
分 破坏 。 

三 、 临 床 应 用 

本 文中 所 用 的 单 层 细 胞 培养 制 片 、 常 规 染色 体制 片 及 Cytospin 法 制 片 这 三 种 方法 所 
制 得 的 Hep-2 细胞 ， 可 直接 在 临床 上 上 用 于 抗 着 丝 点 抗体 的 检测 ， 因 Hcp-2 细胞 易于 培 
养 ， 制 片 方 法 不 复杂 ， 且 荧光 染色 图 和 象 清晰 ， 故 用 于 该 抗体 的 检测 时 不 但 简便 、 淮 确 ， 
而 且 可 用 于 大 量 血清 的 检测 。 
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版 1 说 明 

图 1 示 Hep- 2 mM, PH, RKAPAMAMPAB, ATS. 

H2—3 RAPE Ree, B2: 问 期 。 X1200; M3: AH, x 1200. 

Aa PRAM Tae, PR, kbA RIA, «1200. 

图 3 RCK iat, YMA, X120D、 

RE 示 C6/36 徊 输 。 后 期 。 X1200. 

图 ?一 8 TAERE, A7: 间 期 。x 1200} 图 8: 晓 前 期 或 早 中 期 。Xx 1200. 

图 9 EP BAKA Tate DNase 『 消化 后 ， 芝 六 班 点 不 受 性 何 影 响 。 XX 1200. 

A10 示 Hep- 2 细胞 坛 0.01%SDS 配制 的 Pronase E HEG, RAIAHA, X4TB. 
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THE STUDIES ON CONSERVATION AND NATURE OF 
KINETOCHORE ANTIGEN WITH HUMAN AUTOANTIBODIES 
FROM SCLERODERMA PATIENTS 


Ding Yueming You Fuhan Wang Yunming Chen Yifeng 


(Nanjing Ncrmel University) 


Six types of cells have been studied by means of indirect immunofluorcs— 
cence staining method, using four kinds of human CREST scleroderma autoim— 
mune antikinetochore serum which were separately taken from Shanghai, Beijing, 
the United States of America, The six types of eclls are Hep-2 cell sirain from 
human laryngeal carcinoma, the bone marrow cells of Gekko swinhonis, the 
bonc marrow cells of Bufo bufo, CIK cell line from the kideney of Cteco p- 
haryngodon idellus, C6/36 cell strain of Aedes albo pictus, the root apical 
cells of Allium cepa L, The four kinds of seruin were found io display discrete 
spots in all six types of cells by immunofluorescence, The number of spots per 
cell corresponds to ihe chromosome number in the cell types obecrved, In Hep- 
2 cells, the spots only exist in the kinetochore region of mitotic chromosomes, 
and cach chromosome has iwo fluorescent spots. The results reveal that. the 
kinetochore antigen preserves high conservation in evolution, and it possesses 
Similar antigenicity in mammalian, reptilian, amphibian, fish, insectan and plant 
cells, The significance of the extcnsive conservation have beer also discussed. [n 
addition, the nature of the kinetochore antigen has been studied, The results of 
cytochemical analysis show that the antigen possesses complete similar antigenic 
nature in Hep-2 cells and the bone marrow cells of Bufo bufo. The kinetochore 
antigen is tightly bound non-histones, Its site(s) sensitive io protcslytic enzymes 
is (are) not exposed to outside, it is not complexed with DNA or RNA and is 
not extracted by 4Af Urea/2\f NaCl, it is risistant to 0.1M HCI, 0.07M NaOH, 
but is partly destroyed by acetic acid, Finally, the methods taken in this study 
may be directly used to detect antikinetochore antibody in clinical diagnosi, so 
the study have some practical significance, 


Key words, Antikinctochore serum, Kinetochore: antigen, Jmmunofiuorescence 
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